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E RESUMEN. Continuando con la búsqueda de nuevos insecticidas naturales 
obtenidos de plantas, se estudió la actividad de un extracto de hojas senes- 
centes (amarillas) de Melia azedarach L. (Meliaceae). Mediante pruebas de 
elección se estudió el efecto antialimentario del extracto sobre cinco especies 
de Lepidoptera y cuatro especies de Coleoptera. Se evaluó además el efecto 
sobre la supervivencia de larvas y adultos de Epilachna paenulata Germar 
(Coleoptera: Coccinellidae), en pruebas sin elección de alimento. En las prue- 
bas de elección el extracto de hojas senescentes de M. azedarach inhibió 
fuertemente la alimentación de ocho de las nueve especies evaluadas. Por 
otra parte, al recibir exclusivamente alimento tratado con extracto de M. 
azedarach, tanto adultos como larvas de E. paenulata sufrieron un aumen- 
to significativo en la tasa de mortalidad, no alcanzando estas últimas el es- 
tado pupal. Los insectos comieron menos y presentaron menor peso corpo- 
ral en comparación con los controles, sugiriendo que el incremento en la 
mortalidad podría estar vinculado a la fuerte actividad antialimentaria del 
extracto. Los efectos observados se relacionaron significativamente con la 
concentración empleada. 


PALABRAS CLAVE. Epilachna paenulata Insecticidas botánicos. Inhibición 
alimentaria. Manejo de plagas. 


E ABSTRACT. Antifeedant and insecticide activity of an extract from senes- 
cent leaves of Melia azedarach (Meliaceae). In the course of screening for 
novel naturally occurring insecticides from plants, the activity of a senescent 
(yellow) leaf extract of Melia azedarach L. (Meliaceae) was investigated. An- 
tifeedant effects were tested on five Lepidoptera and four Coleoptera species, 
in laboratory choice tests. Further effects on insect feeding and survival we- 
re studied in no-choice tests with larvae and adults of Eoilachna paerulata 
Germar (Coleoptera: Coccinellidae). In the choice tests, M. azedarach ye- 
llow leaf extract strongly deterred feeding in eight out of the nine species 
considered. Larvae and adults of E. paenulata which received only extract- 
treated food suffered higher mortality rates; larvae did not reach the pupal 
stage. Insects receiving extract-treated food ate less and larvae had lower 
body weight than their control counterparts, suggesting that the observed in- 
crease in mortality might be related to the strong antifeedant activity of the 
extract. The effects were significantly related to extract concentration. 


KEY WORDS. Epilachna paemilata Botanical insecticides. Feeding inhibi- 
tion. Pest management. 
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INTRODUCCION 


Los insecticidas sintéticos son usualmente 
considerados la manera mas eficaz y rapida de 
combatir a los insectos plaga, pero su uso desme- 
dido ha causado serios problemas como toxici- 
dad a otros organismos, resistencia, resurgencia 
de plagas, aparición de plagas secundarias por 
eliminación de sus enemigos naturales, etc. (van 
Emden, 1992). 

En el marco del Manejo Integrado de Plagas 
(MIP), estos inconvenientes han creado un interés 
mundial en el desarrollo de estrategias alternati- 
vas, incluyendo la búsqueda de nuevos tipos de 
insecticidas, como son los “plaguicidas botáni- 
cos” o “fitoquímicos” (Talukder & Howse, 1995). 

Las plantas producen sustancias aleloquímicas 
o metabolitos secundarios tales como terpenos, 
alcaloides, rotenonas, flavonoides y otros, algunos 
de los cuales poseen actividad tóxica contra in- 
sectos, interfieren en el desarrollo o en el compor- 
tamiento de los mismos, y pueden contribuir así a 
la regulación de sus poblaciones (Schoonhoven ez 
a, 1998). Los plaguicidas botánicos tendrían me- 
nor probabilidad de generar especies resistentes 
que los sintéticos, ya que ejercerían presiones se- 
lectivas múltiples sobre los insectos, al estar 
constituidos por una combinación de compues- 
tos actuando simultáneamente (Saxena, 1986). 

Entre los compuestos fitoquímicos con acción 
plaguicida, se encuentran aquellos aislados a partir 
de especies de la familia Meliaceae (Schmutterer, 
1995), cuya actividad es atribuida fundamental- 
mente a la presencia de limonoides (Isman et al., 
1997; Céspedes & al., 2000). En la Argentina se 
encuentra ampliamente distribuido un árbol de 
dicha familia, Melia azedarach L., conocido co- 
múnmente como “paraíso”. Trabajos realizados 
con extractos de fruto de paraíso demostraron una 
fuerte acción inhibidora de la alimentación, así co- 
mo efectos letales, sobre una amplia gama de in- 
sectos incluyendo varias especies plaga (Shin-Foon, 
1983; Palacios & al., 1993; Chen eal, 1996; Va- 
lladares & al., 1997, 1999; Breuer & De Loof, 
2000; Abou-Fakhr Hammad & a., 2001; Carpine- 
lla &a., 2003). A partir de las raíces, corteza, fru- 
to y hojas de éste árbol se han aislado compuestos 
con acción citotóxica y antialimentaria, tales como 
sendanin (Ochi € Kotsuki, 1976; Ochi er al., 
1978), trichilinas (Oelrichs & al., 1983; Huang & 
a, 1994; Nakatani e al, 1995), azedarachinas 
(Huang etal., 1994; Nakatani & al., 1995) melia- 


carpinas, (Lee & al, 1987; Kraus &al., 1987), nim- 
bolins (Ekong & a., 1969), nimbolidins, (Kraus & 
Bokel, 1981) y otros tipos de limonoides (Ekong e: 
al, 1969, Srivastava, 1986; Han ezal., 1991; Naka- 
tani tal., 1998; Carpinella œa., 2002). 

En el presente trabajo se evalúan efectos antiali- 
mentarios e insecticidas de un extracto de hojas se- 
nescentes de M. azedarach, a fin de contribuir a la 
explotación integral del recurso representado por el 
árbol. La actividad antialimentaria se analizó sobre 
distintas especies de insectos masticadores, aten- 
diendo a Jermy (1990), quien cuestionó la utilidad 
de estudios sobre este tipo de actividad sobre la ba- 
se de una única especie de insecto. Por otra parte, 
teniendo en cuenta que la combinación de efectos 
antialimentarios y tóxicos sería ventajosa para el 
uso práctico de los compuestos fitoquímicos 
(Jermy, 1990), se evaluó el efecto del extracto sobre 
la supervivencia de larvas y adultos empleando co- 
mo insecto modelo a Epilachna paernulata Germar 
(Coleoptera: Coccinellidae). 


MATERIAL Y MÉTODOS 


Extractos. Los extractos fueron obtenidos a 
partir de hojas amarillas de M. azedarach, me- 
diante extracción por Sohxlet con etanol (100 g 
de hojas/300 ml de solvente), y posterior dilución 
del residuo con etanol hasta alcanzar concentra- 
ciones equivalentes a 2%, 5% y 10%. 


Actividad antialimentaria. Se emplearon in- 
sectos recolectados en cultivos de los alrededores 
de la Ciudad de Córdoba (Argentina), represen- 
tando en consecuencia poblaciones sometidas al 
manejo habitual en la región, incluyendo el uso 
de pesticidas convencionales. Se seleccionaron 
aquellas especies de las que se capturaron al me- 
nos 20 individuos en una misma etapa del ciclo 
biológico (adultos o últimos estadios larvales); co- 
mo sustrato para las pruebas se emplearon hojas 
del cultivo en el que se encontró cada especie de 
insecto (Tabla I). Se incluyeron además larvas y 
adultos de E. paermilata, provenientes de un cria- 
dero de laboratorio. La actividad antialimentaria 
de los extractos se evaluó mediante pruebas de 
elección (“choice test”) según la metodología in- 
dicada por Valladares & al. (1997), aplicando so- 
bre el alimento aproximadamente 0,05 — 0,50 ml 
de extracto al 5% o 10%, o bien etanol (control). 
Se efectuaron al menos 20 réplicas por especie. 
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Tabla I: Detalle de las especies, sustratos y estado/estadio de los insectos empleados en las pruebas de selección 


alimentaria. L: larva, A: adulto. 











Especies Nombres Vernáculos Sustrato Estado/Estadio 
Ord. Lepidoptera 

Fam. Arctiidae 

Spilosoma virginica “Gata peluda norteamericana” Soja L5 
Fam. Noctuidae 

Spodoptera ornithogalli “Oruga negra aterciopelada” Soja L5 
Rachiplusia nu “Oruga verde medidora” Alfalfa L 4-5 
Anticarsia gemmatalis “Oruga de las leguminosas” Soja L 4-5 
Fam. Pieridae 

Colias lesbia “Tsoca de la alfalfa” Alfalfa L5 
Ord. Coleoptera 

Fam. Chrysomelidae 

Diabrotica speciosa “Vaquita de San Antonio” Alfalfa A 
Fam. Coccinellidae 

Epilachna paenulata “Catita de los zapallos” Zapallo L4yA 
Fam. Lagridae 

Lagridae sp. Alfalfa A 

Fam. Curculionidae 

Sitophilus oryzae “Gorgojo del arroz” Oblea arroz A 


Se incluyó en este análisis al granívoro Sitgqchilus 
oryzae (L) (Coleoptera: Curculionidae), utilizán- 
dose para ello la técnica descripta por Talukder & 
Howse (1995), con extracto al 10% y empleando 
obleas de arroz como sustrato, con cinco repeti- 
ciones de 10 individuos cada una. 

En todos los casos, el área consumida en hojas 
u obleas tratadas con extracto, se comparó con el 
área consumida en el sustrato tratado con etanol 
(control), mediante el test de Wilcoxon de com- 
paración por pares. Se calculó un Indice Antiali- 
mentario (IA %) = [(1- T/C)x100], siendo “T” el 
consumo promedio de alimento tratado con ex- 
tracto y “C” el equivalente en los controles (Car- 
pinella & a., 2002). 


Efectos sobre la supervivencia. Se realizaron 
ensayos de alimentación sin elección (“no-choice 
test”) como el descripto por Valladares & al. 
(1997), empleando adultos recién emergidos y 
larvas de 2° estadio (L2) de E. paenulata, prove- 
nientes de un criadero de laboratorio. Esta espe- 
cie fue seleccionada a fin de facilitar compara- 
ciones, por ser el equivalente local de Epilachma 
varivestis (Muls.), especie ampliamente usada en 
estudios similares en el hemisferio Norte. Los in- 
sectos fueron alimentados con cotiledones de 
zapallo (Cucurbita maxima Duch.) tratados con 


extracto (2%, 5% y10%) o con etanol (control). 
Se realizaron cinco réplicas (cada una con cuatro 
individuos) por tratamiento, registrándose cada 
48 horas el peso larval, consumo foliar y número 
de sobrevivientes. Todas las pruebas se realizaron 
en cámara climatizada a 25 +2 °C, 65 + 5 % de 
humedad relativa y fotoperiodo de 12:12 horas. 
Los datos se analizaron con Análisis de Varianza 
(ANOVA) y prueba de Duncan. La relación entre 
efectos y concentración del extracto se evaluó 
mediante análisis de regresión. Con los datos de 
mortalidad se calculó el Tiempo Letal 50 (TLsp) y 
la concentración necesaria para obtener el 50% 
de mortalidad, Concentración Letal 50 (CLsg), 
empleando Probit. 


RESULTADOS 


Actividad antialimentaria: pruebas de elec- 
ción. El extracto demostró una elevada actividad 
disuasiva de la alimentación (Tabla II), con valo- 
res del Indice Antialimentario superiores al 75%, 
para los lepidópteros Colias lesbia (Fab.) (Pieri- 
dae) y Anticarsia gemmatalis (Hübner) (Noctui- 
dae), así como para Spilosara virginica (Fab.) 
(Arctiidae) con la concentración del 10%. La res- 
puesta de Rachiplusia ru (Guen.) (Noctuidae) fue 
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Tabla II. Resultados obtenidos en pruebas de selección alimentaria, con diferentes concentraciones de extracto de 


hojas senescentes de M. azedarach. 


Especies Concentración (%) n IA (%)° 
Spilosoma virginica 10 25 74,4* b 
5 25 15,2 
Spodoptera ornithogalli 5 23 40,2 
Rachiplusia nu 10 20 53,8** 
Anticarsia gemmatalis 10 20 88,3*** 
Colias lesbia 10 25 100*** 
5 25 98,2*** 
Diabrotica speciosa 10 25 100*** 
5 25 95*** 
Epilachna paenulata (adultos) 10 20 100*** 
5 20 100*** 
Epilachna paenulata (larvas) 10 20 100*** 
5 20 100*** 
Lagridae sp. 5 25 75,8** 
Sitophilus oryzae 10 50 100*** 


a JIA (%): Indice Antialimentario = [(1- T/C)x100] (ver texto). 
b Consumo significativamente menor en sustrato tratado con extracto, * p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 0,001, 


Wilcoxon de comparación por pares. 


moderada, mientras que el consumo de alimento 
por Spodoptera amithogalli (Guen.) (Noctuidae) 
fue independiente del extracto (Tabla II). 

La actividad antialimentaria del extracto fue 
sumamente marcada para las cuatro especies de 
coleópteros analizadas. Diabrotica speciosa 
(Germar) (Chrysomelidae), E. paenulata y Sitop- 
hihs oryzae (L.) (Curculionidae) rechazaron abso- 
lutamente (IA = 100%) el alimento tratado con ex- 
tracto al 10% (Tabla Il). 


Efectos sobre supervivencia y alimentación en 
pruebas sin posibilidad de elección de alimento. 
La mortalidad fue más elevada cuando el alimen- 
to ofrecido a larvas de E. paenulata fue tratado 
con extracto (Fig.1). A partir del séptimo día los 
tratamientos con extracto al 5% y 10% mostraron 
diferencias significativas respecto al control (F = 
15,59; gl = 3, 19; p< 0,001), mientras que estas 
diferencias se observaron con la menor concen- 
tración a partir del día 16 (F = 14,24; gl = 3, 14; 
p < 0,001). La Concentración Letal 50 (CLs) fue 
de 6,86% a los siete días de tratamiento. Ninguno 
de los individuos alimentados con extracto llegó a 
pupar. El tiempo (TLs59) requerido para eliminar a 
la mitad de la población de larvas aumentó al dis- 
minuir la concentración del extracto, desde 6 días 
para extracto al 10%, hasta 9 y 11 días para las 
concentraciones de 5 y 2% respectivamente. 
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Fig. 1. Mortalidad acumulada (%) en larvas de E. pae- 
nulata alimentadas con hojas tratadas con extracto de 
hojas senescentes de M. azedarach a diferentes concen- 
traciones. Cada punto representa el promedio de cinco 
réplicas con cuatro individuos iniciales en cada una. 


Las larvas alimentadas con extracto mostra- 
ron inicialmente un ligero aumento de peso, pe- 
ro a partir del cuarto día el mismo se mantuvo 
estable o en disminución, mientras que las lar- 
vas correspondientes a los controles mostraron 
un incremento sostenido a lo largo de toda la 
experiencia (Fig. 2). A partir del séptimo día las 
larvas control superaron significativamente el 
peso de aquellas alimentadas con extracto (F = 
11,82; gl = 3, 17; p< 0,001), observándose una 
relación negativa entre peso y concentración 
(r2 = 0,385; p = 0,033). 
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Fig. 2. Peso promedio (mg) de larvas de E. paenulata 
alimentadas con hojas tratadas con extracto de M. 
azedarach durante el transcurso del experimento. 
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Fig. 4. Mortalidad acumulada (%) en adultos de E. pae- 
nulata alimentados con hojas tratadas con extracto de 
hojas senescentes de M. azedarach a diferentes concen- 
traciones. Cada punto representa el promedio de cinco 
réplicas con cuatro individuos iniciales en cada una. 


Las larvas que recibieron cotiledones tratados 
con extracto al 10% comieron, a partir del segun- 
do dia, significativamente menor cantidad que las 
larvas controles (F = 4,02; gl = 3, 19; p = 0,026), re- 
quiriéndose cuatro (F = 24,81; gl = 3, 19; p< 0,001) 
o nueve días (F = 51,28; gl = 3, 19; p < 0,001) pa- 
ra que las diferencias alcanzaran valores estadisti- 
camente significativos con concentraciones de 
5% y 2% respectivamente (Fig. 3). Se observó una 
relación negativa (r2 = 0,788; p < 0,001) entre el 
consumo de alimento acumulado hasta los siete 
días de iniciado el experimento y la concentra- 
ción de extracto: mientras que cada larva enfren- 
tada a extracto al 2% ingirió un cotiledón en la 
primera semana, aquellas con extracto al 10% 
consumieron menos de un cuarto de cotiledón en 
el mismo lapso. 

Los adultos de E. paemilata alimentados con 
extracto presentaron una tasa de mortalidad más 
elevada que la de los controles (Fig. 4), a partir 
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Fig. 3. Consumo diario promedio (como % de área fo- 
liar) por larva de E. paenulata, en hojas tratadas con 
distintas concentraciones de extracto de M. azedarach. 


80 - 
zl I NE 
60 y 

50 y 
40 + 
30 y 
20 y 
10 + 
0 


Consumo (% área foliar) 











2 4 7 9 11 14 16 18 
Tiempo (dias) 





—+ Control —2% ——5%  -0-10% 











Fig. 5. Consumo diario promedio (como % de área 
foliar) por adulto de E. paenulata en hojas tratadas 
con distintas concentraciones de extracto de M. aze- 
darach. 


del cuarto día en los tratamientos con extracto al 
5% y 10% (F = 3,56; gl = 3, 19; p = 0,038), pero 
recién tras nueve días con la menor concentra- 
ción (F = 39,00; gl = 3, 19; p < 0,001). El tiempo 
requerido para alcanzar la mortalidad total de- 
pendió de la concentración del extracto (r2 = 
0,444; p = 0,004), siendo de 9 dias para la mayor 
concentración. Los valores de TL;g fueron de 4,5 
o 5 días con extracto al 10 y 5% respectivamente 
y hasta 11,6 días con la concentración de 2%. El 
valor de CL5g, a los siete días, fue de 3,78%. 

El consumo de alimento por parte de adultos 
de E. paenulata (Fig.5) fue significativamente in- 
ferior (F = 9,65; gl = 3, 19; p < 0.001) en los tra- 
tamientos con extracto, y disminuyó al aumentar 
la concentración del mismo (r2 = 0,606; p = 
0,002): en la primera semana del experimento 
cada insecto consumió un cotiledón y medio con 
extracto al 2%, pero el consumo fue de un orden 
de magnitud inferior con extracto al 10%. 
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DISCUSIÓN 


En pruebas de elección de alimento, el extrac- 
to de hojas senescentes de M. azedarach deter- 
minó el rechazo del alimento tratado, en cuatro 
de las cinco especies de lepidópteros considera- 
das. Una respuesta similar frente a extractos pro- 
venientes de otras estructuras de paraíso ha sido 
registrada con distintas especies de este Orden 
(Breuer & Devkota, 1990; Singh & a., 1998; 
Wang eal., 1999; Carpinella eral., 2002). En el 
presente trabajo la única excepción a la activi- 
dad del extracto fue S. amithogalli, pese a que 
existen antecedentes de efectos antialimentarios 
de extractos o terpenoides de paraíso, sobre otras 
especies de Spodoptera (Shin-Foon Chiu, 1983; 
Khadr eal., 1986; Macleod &al., 1990; Schmutte- 
rer, 1995; Carpinella & a., 2002). La elevada acti- 
vidad inhibidora de los extractos para C. leshia, A 
gemmatalis y S. virginica con la concentración del 
10% (Tabla Il), coincide con resultados obtenidos 
empleando extractos de fruto de M. azedarach (Pa- 
lacios &al., 1993; Carpinella eral.., 2003). En cam- 
bio sobre R. mu los extractos de fruto tuvieron un 
efecto aún más leve que el aquí observado (Carpi- 
nella & al., 2003). 

El efecto antialimentario del extracto de hojas 
senescentes fue aún más notable en las cuatro es- 
pecies de coleópteros analizadas y particularmente 
en E. paemulata, que rechazó absolutamente el ali- 
mento tratado, en todas las pruebas. Se conoce que 
extractos de fruto de paraíso inhibieron la alimenta- 
ción, superando incluso la respuesta a extractos 
de neem, en larvas y adultos de otras especies de 
Epilachna (Kraus & al., 1987; Tewari & Moorthy, 
1985; Schmutterer, 1995). 

En el caso de S. oryzae, el fuerte rechazo ha- 
cia el extracto de hoja de M. azedarach aqui de- 
tectado (Tabla II), se contrapone con la falta de 
actividad de extractos derivados de paraíso des- 
cripta en el trabajo de Imti £ Zudir (1997), pero 
coincide con los efectos negativos de extractos 
de paraíso registrados sobre otros curculiónidos 
granivoros (Fernandes et al., 1996; Palma & Se- 
rrano, 1997). 

De acuerdo a las pruebas efectuadas con lar- 
vas y adultos de E. paenulata, la marcada acti- 
vidad antialimentaria del extracto no se limitó a 
las pruebas de elección, sino que se evidenció 
también en las de no elección. En estas últimas, 
el efecto inhibidor del extracto se mantuvo de 
modo tal, que los insectos literalmente murieron 


de inanición, particularmente con la mayor con- 
centración (10%). Para extractos más diluidos, la 
inhibición alimentaria inicialmente débil se 
acentuó con el tiempo, lo que sugiere un efecto 
a nivel fisiológico, como los atribuidos a extrac- 
tos de neem (Schoonhoven & al., 1998; Martínez 
& van Emden, 1999). 

El incremento en la mortalidad larval tardó 
una a dos semanas en manifestarse, dependiendo 
de la concentración del extracto; efectos letales 
no inmediatos han sido también registrados con 
extractos de diferentes estructuras de M. azeda- 
rach sobre larvas de E. varivestis (Schmutterer, 
1995) y de otros insectos fitófagos (Breuer & De 
Loof 1998, 1999; Kumar et al. ,1999). Los adultos 
de E. paenulata fueron aun más sensibles que las 
larvas a la presencia del extracto, presentando en 
general tiempos letales más cortos, y siendo el 
valor de CLs, aproximadamente la mitad que el 
correspondiente a las larvas. 

La pérdida de peso observada en las larvas ali- 
mentadas con extracto coincide con el efecto de 
extractos de fruto de M. azedarach sobre esta 
misma especie (Defagó, datos no publicados; 
Carpinella & al., 2003) y sobre otros insectos 
(Hernández & Vendramin, 1997; Schmidt et al., 
1997). Efectos similares producidos por extractos 
de neem (Schmutterer, 1995; Trisyono & Whalon, 
1999), fueron atribuidos a inhibición de la produc- 
ción de enzimas en el mesenterón (Schoonhoven 
&al., 1998), aunque diversos mecanismos respon- 
sables de este efecto han sido propuestos (Martínez 
& van Emden, 1999). La pérdida de peso larval se 
explicaría por la escasa cantidad de alimento 
consumido, lo cual se magnificó con el tiempo, 
sugiriendo un efecto acumulativo de la acción 
antialimentaria del extracto. Kraus & al. (1987) 
registraron también una disminución sostenida en 
la alimentación de larvas de E. varivestis frente a 
meliacarpinas de M. azedarach. 


CONCLUSIONES 


El extracto de hojas senescentes de M. azeda- 
rach demostró una elevada actividad antiali- 
mentaria, en pruebas de elección libre, para 
ocho especies de insectos masticadores. Por otra 
parte, larvas y adultos de E. paermilata que reci- 
bieron exclusivamente alimento tratado con ex- 
tracto presentaron mayor tasa de mortalidad, 
menor ingesta alimentaria y menor peso larval 
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que los correspondientes controles, sugiriendo 
que el incremento en la mortalidad podria estar 
determinado, en gran medida, por el menciona- 
do efecto antialimentario. Los efectos sobre su- 
pervivencia, peso y consumo de alimento en E. 
paenulata se relacionaron directamente con la 
concentración del extracto. De acuerdo a estos 
resultados el extracto de hojas senescentes de 
paraíso reúne cualidades interesantes para su 
potencial utilización en programas de manejo 
de plagas. Esto sería de gran interés para el sector 
agropecuario debido a la simplicidad y economía 
de obtención del extracto y fundamentalmente a 
la posibilidad de explotar un recurso que la plan- 
ta ya ha desechado. 
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